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OZET

Bitkisel ekstraktlardan yesil sentezle iiretilen metal ve metal oksit
nanopartikiiller biyolojik aktivite gosterme yoniinden 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Bu calismada Giimiishane Universitesi kampiisiinde peyzaj amacl olarak yetistirilmis
Ates dikeni (Pyracantha coccinea) bitkisi meyvelerinin (tohumlar: ile birlikte)
ekstraktlarindan demir nanopartikiilii sentezlenerek hem ekstraktlarin hem de
sentezlenen demir nanopartikiillerinin antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. Sentezlenen Fe-NP'ler, Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(FT-IR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), ve X-Isin1 Kirinimi1 (XRD) kullanilarak
karakterize edilmistir.

Meyve ekstrakti ve Fe-NP’lerin antioksidan aktivite etkinlikleri ABTS®"
stiptirticii etki tayini, DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi tayini, demir indirgeyici
antioksidan gii¢ (FRAP), toplam fenolik madde igerigi (TPC), toplam flavonoid igerik
(TFC) ve toplam antioksidan igerik (TAC), gibi antioksidan aktivite testleri kullanilarak
belirlenmistir. Demir nanopartikiilleri antioksidan aktivite degerleri tiim aktivite
belirleme yontemlerinde ekstraktlarin aktivite degerlerinden daha yiiksek ol¢iilmiistiir.

Meyve ekstrakti ve nanopartikiillerin antibakteriyel aktiviteleri gram negatif
(Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus
vulgaris ATCC 13315 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC43288,) ve gram pozitif
(Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Bacillus subtilis ATCC 6633) bakterilere karst minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK), sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite de
oldugu gibi Fe-NP’ler meyve ekstraktlarina gére daha yiiksek antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, Ates dikeni, Demir

nanopartikiil, Pyracantha coccinea

\



SUMMARY

Metal and metal oxide nanoparticles produced from plant extracts through green
syntheses have a significant potential to show biological activity. In this study, iron
nanoparticles were synthesized from the extracts (together with the seeds) of the fruits
of the Fire Thorn (Pyracantha coccinea) plant, grown for landscaping purposes on the
campus of Gumushane University. Antioxidant activity and antimicrobial activities
were investigated for both extracts and iron nanoparticles.

The characterization of the synthesized Fe-NPs was done using Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscope (SEM), and X-Ray
Diffraction (XRD).

The antioxidant activity efficacy of fruit extract and Fe-NPs was analyzed using
antioxidant activity tests such as ABTS®" scavenging effect determination, DPPH free
radical scavenging activity determination, iron-reducing antioxidant power (FRAP),
total antioxidant content (TAC), total phenolic content (TPC) and total flavonoid
content (TFC). All of the antioxidant activity values of iron nanoparticles were higher
than the activity values of the extracts.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of fruit extract and nanoparticles
against gram-negative (Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Escherichia coli ATCC
25922, Proteus vulgaris ATCC 13315 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC43288,) and
gram-positive (Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Staphylococcus aureus ATCC
25923 ve Bacillus subtilis ATCC 6633) bacteria was determined using liquid
microdilution method to evaluate the antibacterial performance of the nanoparticles. As
with antioxidant activity, Fe-NPs showed higher antimicrobial activity than fruit

extracts.

Keywords: Antimicrobial, Antioxidant, Fire Thorn, Iron nanoparticle, Pyracantha

coccinea
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Organizmalar yasamlarin1 devam ettirebilmeleri igin olumsuz biyotik ve abiyotik
cevresel faktorlere karsi bir takim dnlemler alirlar. Hayvanlar etraflarinda meydana gelen
avcisindan kagma, soguktan ve sicaktan sakinma, 151k kaynagindan uzaklagma ya da 1s1k
kaynagima dogru yonlenme gibi durumlarda oOzellikle hareket edebilme yeteneklerini
kullanirlar. Bitkiler ise harekete edemediklerinden dolayr bu biyotik ve abiyotik stres
tehditlerinin iistesinden gelmek icin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Dis ortamda
cevresel degisimlere bagli olarak bitkiler i¢in stres kosullart olustugu takdirde bitkiler bu
stres kosullarimi algilar ve ardindan uygun hiicresel tepkiler vererek yasamini devam
ettirme c¢abasi igerisine girerler (Gull vd., 2019). Bu hiicresel tepkilerin sonucunda
cevresinde olusan stres kosullarmmin bitki tlizerindeki olumsuz etkilerinin en aza
indirilmesini saglayan sekonder metabolit olarak adlandirilan bilesikler {iretilir. Bu
bilesikler belirtildigi tizere genellikle bitkilerin etrafindaki biyotik veya abiyotik streslere
kars1 bitkinin korunmasinda rol oynamaktadirlar. Sekonder metabolitler, olusan streslere
tepki olarak yiiksek oranda indiiklenebilirler (Pagare vd., 2015; Isah, 2019). Bitkilerin
cevresel degisimlere karsi yasamsal adaptasyon gostermeleri yoniinde katki olusturan
sekonder metabolitler ayn1 zamanda ekonomik olarak olduk¢a degerlidirler. Ciinkii bunlar
ilag endiistrisinde, gidalarda aroma olusturucu, kozmetikte koku, bocek 6ldiiriicti vb. gibi
yiiksek degerli kimyasallar olarak kullanilirlar (Thirumurugan vd., 2018). Sekonder
metabolitler terpenoidler, alkaloidler ve fenoliklerden olusur. Glikozitler, tanenler ve
saponinler, spesifik yapilarina gére bunlarin bir pargasidir (Paiva vd., 2010; Kabera vd.,
2014). Bu ikincil metabolitler, antimalaryal, anthelmintik, anti-inflamatuar, analjezik,
antimikrobiyal, antiarteritik, antioksidan, antidiyabetik, antihipertansif, antikanser,
antifungal, antispazmodik, kardiyo koruyucu, ve antihistaminik 6zelliklere sahiptir (Zehra
vd., 2019). Bu bilesiklerin bu derece 6nemli olmalar1 bilesiklerin ana kaynagi olan
bitkilerin de Onemini insan saghigi acisinda o derecede artirmaktadir. Bitkiler iizerine
yapilan caligmalarda bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi daha ¢ok
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite belirleme c¢alismalari yoniinde yogunlagmistir.
Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitleri igeren ekstraktlarin biyolojik aktivite
etkilerini daha da artirmak i¢in yeni metotlar gelistirilmesi yoniindeki caligmalara her

gecen giin yenileri eklenmektedir. Bunlardan birisi nanoteknolojide bitkiler kullanilarak



nanopartikiil iiretimidir. Nanoteknoloji, c¢esitli uygulamalarda kullanilabilecek belirli
ozelliklere sahip materyaller olusturmak i¢in maddenin kimyasal ve/veya fiziksel islemler
yoluyla manipiilasyonu olarak tanimlanabilir (Herlekar vd., 2014). Kimyasal ve fiziksel
yontemler ile basarili bir sekilde iyi tanimlanmis nanoparcaciklar iiretilebilse de, bunlarin
iiretimi olduk¢a pahalidir. Ayrica potansiyel ¢evre kirleticileridir (Pattanayak ve Nayak,
2013; Gottimukkala vd., 2017 ). Mikroorganizma ve bitki biyokiitlesi gibi biyolojik yapilar
ile nanopartikiil sentezi kimyasal ve fiziksel yontemlere hem ekonomik agidan, hem de
cevre kirliliginin 6nlenmesi yoniinden alternatif olusturmaktadir (Pattanayak ve Nayak,
2013). Bununla birlikte biyolojik objeler kullanilarak nanopartikiillerin sentezi, sira disi
optik, kimyasal, foto elektrokimyasal ve elektronik ozelliklerinden dolayr biiyiik ilgi
gormektedir. Tim bu belirtilen ozelliklere dayali olarak nanopartikiil sentezi ile
bakterilerden mantarlara ve hatta bitkilere kadar uzanan organizmalari i¢eren temiz, toksik
olmayan ve c¢evresel olarak kabul edilebilir “yesil sentez” prosediirlerinin gelistirilmesine
fayda saglayacaktir (Mohanpuria vd., 2008). Metalik nanopartikiillerin yesil sentezi bir
redoks reaksiyonudur ve onlar proteinler, karbohidratlar, organik asitler, fenoller ve diger
metabolitler gibi hiicresel veya hiicre dist bilesenlerin indirgeme kapasitesi nedeniyle
olusur. Bu bilesikler tek bir metabolit veya bunlarin bir grubu olmakla birlikte metallerin
katyonlarina elektronlar1 katarak onlart sifir yliklii ve nanometrik 6lgekte metalik bir form
haline getirirler (Vitta vd., 2020). Reaksiyon genellikle oda sicakliginda herhangi bir
basing degisikligine maruz birakilmadan kendiliginden meydana gelir. Reaksiyon hizlidir
ve genellikle birkac dakika i¢inde tamamlanir. Sonugta bitki ekstraktindaki fitokimyasallar,
demir iyonlarini basit bir sekilde demir nanopartikiillerine doniistiiriir (Ebrahiminezhad
vd., 2018). Bu ¢aligmada kullanilacak olan Rosaceae familyasina ait ates dikeni bitkisi
(Pyracantha coccinea Roem.) ¢ali formunda genellikle Giiney ve Giineydogu Avrupa,
Italya, Balkanlar, Kirim, Kafkaslar ve Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gdsteren (Tung vd.,
2020) ve ayrica siis bitkisi kullanim amagcli kiiltiirii yapilan bir bitkidir (Fico vd., 2000).
Bu bitkinin meyveleri geleneksel tipta idrar soktiiriicli, kalp hastaliklarini tedavisinde

kullanilmakla birlikte tonik 6zeliklere sahiptir (Tung vd., 2020).

1.2. Ates Dikeni (Pyracantha coccinea)

Rosaceae familyasi igerisinde yer alan Pyracantha cinsi 11 tiir ve 6 interspesifik
takson ve yaklagik 350 kiiltivar ile temsil edilmektedir (Kopylova, 2019). Bu cins
igerisinde yer alan Pyracantha coccinea (Sekil 1) ¢ok yillik, ¢ali formunda her dem yesil
bir bitki tirtdir. Bitki 3 m yiikseklige kadar ¢ali; geng dallar gri tiiylii; dikenler yapraksiz.
Yapraklar mizraksi, eliptik veya obovat-eliptik, 2—4(=5) x 1-1,5(-2) cm, krenat-serrat,
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altta tiiylii, 6zellikle gencken veya tamamen tiiysiiz; yaprak saplart 5—10 mm. korimb ¢ok
cicekli. 8 mm ¢apa kadar ¢igekler; cicek saplart 5 mm. Meyve kiiremsi, 5—7 mm ¢apinda,
kirmiz1 veya ara sira sar1 veya turuncu (URL 1). Bitki cografik olarak diinyada Tiirkiye ile
birlikte Avrupa, Kirim, Kafkasya ve Iran’da dagilim gdstermektedir. Tiirkiye’de ise bitki
Bolu, Istanbul, Bartin, Ankara, Artvin, Bursa, Hatay, Icel, Konya, Sinop, Tekirdag, Tokat,
Trabzon illerinde yayilis gostermektedir (Sekil 2). Seyrek ormanlar ve c¢aliliklar kalkerli
yamagclar, kumluk alanlarda, 30-1800 metre rakimlarda yetismektedirler. Bitkinin

cigeklenme zamani Nisan-Haziran arasidir (Tiibives, 2022).

Sekil 1. Ates dikeni (Pyracantha coccinea) bitkisinin genel goriinimii

Pyracantha cinsi iilkemizde iki tiir (Pyracantha coccinea, Pyracantha angustifolia
(Franch.) C.K.Schneid.) ile temsil edilmektedir (Bizimbitkiler, 2022). Tiiriin
siiflandirilmasi asagida verilmistir (Bizimbitkiler, 2022):

Alem: Plantae / Bitkiler

Boliim: Magnoliophyta / Tohumlu bitkiler



Altsunf: Magnoliidae / Manolya
Familya: Rosaceae / Giilgiller

Cins: Pyracantha / atesdikeni

Tiir: Pyracantha coccinea M.Roem./ atesdikeni

Sekil 2. Pyracantha coccinea tiiriiniin Tiirkiye’deki dagilimi (Tiibives, 2022)

Ates dikeni bitkisini meyveleri gida (regel, marmelat jole ve sos) olarak
kullanimlarinin yani sira hastaliklariin tedavisinde ve Onlenmesinde geleneksel olarak

kullanimlar1 mevcuttur (Giil ve Altintas, 2021).

1.3. Nanopartikiil

Nanopartikiiller biiyiikliik olarak 1 ila 100 nanometre arasinda degisen boyutlara
sahip maddeler olarak tanimlanir (Eren ve Baran, 2019). Nano boyuttaki bu malzemelerin
kullanim alanlar1 oldukga genistir. Nanopartikiiller demir, altin, ¢inko, giimiis, nikel, bakir,
paladyum gibi metaller kullanilarak olusturulurken biyomedikal, kataliz, gida, giyim,
kozmetik endiistrisi ve elektronik, ila¢ sanayiinde, gida endiistrisinde, tekstilde, optikte,
tarimda ve atik sularin biyoremediasyonunda oldukg¢a yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Ates ve Bahgeci, 2015; Baran, 2019;Eren ve Baran, 2019). Farkli yontemler kullanilarak
nanopartikiillerin sentezi yapilmaktadir. Bu yontemler fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerdir. Bununla birlikte, toksik kimyasallar icermeleri ve pahali olmalar1 nedenleri
ile kimyasal ve fiziksel yontemlerin kullanimlar1 dezavantaj olusturur (Baran, 2019).
Giivenli, ucuz, ve ¢evre dostu bir yontem olarak degerlendirilen biyolojik sentez bu
Ozellikleri sayesinde daha fazla tercih edilmektedir (Ciftgi vd., 2021). Biyolojik

sentezlemede bakterilerden, mantarlardan, alglerde ve tohumlu bitkilerden yararlanilir



(Umaz vd., 2019). Nanopartikiillerin sentez edilmesinde uygulanan yesil sentez yontemine

olan ilgi giin gectik¢e artmaktadir (Eren ve Baran, 2019).

1.3.1. Bitkisel Nanopartikiil Sentezi ve Yesil Nanoteknoloji

Uzun siiredir nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan kimyasal ve fiziksel yontemler
ile kisa siirede istenilen nitelikler sahip nano dlgekte partikiiller tiretiliyor olmasina ragmen
bu yontemlerin olusturduklar: toksistenin fazla olmasi, stabiletilerinin kararli olmamasi ve
maliyetin yiiksek olmasi nanopartikiillerin biyosentez yoluyla {iretimini ©on plana
cikarmistir (Beykaya ve Caglar, 2016)..

Nanopartikiillerin sentez edilmesinde en fazla ¢evre dostu yontemlerden biri yesil
sentezdir (Ciftei vd., 2021). Yesil sentez yontemi, nanopartikiillerin sentezi i¢in mantar,
algler, bakteri ve bitki 6zlerinden faydalanmaktadir (Evliyaogullar;, 2019). Ozellikle,
mikroorganizmalar ve bitkiler bu yontemin temelini olusturmaktadir. Bahsedilen
organizmalar temini kolay ve mevcudiyeti fazla olmasi 6nemli olup, boylelikle yiiksek
miktarda nanopartikiil biyosentezi yapilabilmektedir. Sentezle birlikte bitkiden {iretilen
nanopartikiiller hem diisiik maliyetlidir ve hem de ¢ok hizli iiretilir ve ayrica stabiletesi
yiiksektir (Karakurt, 2019).

1900’14 yillardan bu yana bitkilerden elde edilen metallerin indirgeme kabiliyetleri
biliniyor olmasma ragmen indirgemeye neden olan dogal ajanlarin etkinlikleri hangi
sekilde gosterdikleri noktasinda agiklayici bir bilgi halen rapor edilmemistir. Son
zamanlarda ise bu durum daha ¢ok organizmanin igeriginin metal tuzlarmi indirgeme
ozelligine atfedilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016). Nanopartikiiller iistiin nitelikte
elektriksel, termal ve optik 6zelliklere, sahip olmalar1 ile algilama, goriintiileme, teshis,
genetik, ilag, implantlar ve doku miihendisligi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Turgut,
2019).

1.3.2. Nanopartikiillerin Uretim Yoéntemleri

Nano partikiillerin sentez edilmesinde asagidan yukar1 “bottom up” ve yukaridan
asag1 “top down” seklinde iki yontem kullanilmaktadir. Biyolojik ve kimyasal yontemler
asagidan yukar1 yaklagimi olarak, fiziksel yontemler ise yukaridan asagi yaklasim olarak
bilinmektedir. Yukaridan asagiya olan yontemde maddeye kimyasal ya da mekanik enerji
verilerek, makro boyutta olan maddenin nano boyuta indirgenmesi saglanir. Asagidan
yukari sentez yonteminde ise molekiiler ya da atomik 6l¢ekteki maddelere kimyasal enerji
verilerek nanopartikiiller olusturulur. Bu sentez yontem hem ucuz olmasi hem de

etkinliginin yiiksek olmasindan dolay1 yukaridan asagi sentez yontemine gore daha fazla



tercih edilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016). Nanopartikiillerin sentez yontemleri Sekil

3‘te gosterilmistir.

Nanopartikiil Sentez Yontemleri
v I |
Asagidan Yukartya Yukaridan Asagiya
v l v
Kimyasal Yontem Biyolojik Yontem Fiziksel Yontem
v v I v I_*
= Konvansiyonel Biyo-tabanl Organizmalar = Bilyeli
yas kimyasal bilesiklerden kullanilarak degirmende
sentez : : ogiitme
= Sol-jel metot = Sakkaritler »  Virisler = Lazerile
= Ters misel = Vitaminler = Kif uzaklagtirma
» Birlikte ¢oktiirme = Proteinler * Maya = Buhar-
= Kimyasal buhar = Enzimler = Bakteri yogunlagtirma
depolama = DNA = Alg = Ultrasonikasyon
= Solvotermal = Bitki = Litografi
model = Sprey piroliz
= Elektrokimyasal »  Ark desarj1
indirgeme = Fotoiridasyon

Sekil 3. Nanopartikiillerin sentez yontemleri (Kaabipour ve Hemmati, 2021)

1.3.2.1. Yukaridan Asagiya (Top Down) Yaklasimi

Yiiksek hacimli malzemelerin kiiciik nano boyutlu parcaciklara disaridan fiziksel ve
kimyasal islemlerle enerji verilerek nano 6l¢ekteki bir malzemeye doniistiiriilmesi islemi
bu yaklagim kullanilarak yapilir (Sekil 4). Yukaridan asagiya yaklagimlarin kullanimi basit
olsa da, diizensiz sekilli ve son derece kiiciik pargaciklarin iiretilmesinde etkisizdirler.
Uygun parcacik boyutunu ve seklini elde etmenin zorlugu, bu yaklasimin ana

dezavantajidir (Abid vd., 2021).

1.3.2.2. Asagidan yukariya (Bottom-Up) Yaklasim
Asagidan yukariya yontem, yukaridan asagiya yontemin zitti olarak tanimlanabilir.
Iyi tamimlanmis sekle, boyuta ve kimyasal bilesime sahip nanopargaciklar, yap: taslari

olarak atomlarin ve molekiillerin biiylimesi ve kendiliginden birlesmesi yoluyla olusur.
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Sekil 4, yukaridan asagiya ve asagidan yukariya yaklagimlari gostermektedir (Abid vd.,
2021).

Nanopartikiiller

Sekil 4. Nanopartikiillerin asagidan-yukari ve yukaridan-asagi sentez yontemleri

1.4. Antioksidan Aktivite

Hiicrelerde hasar olusturan reaktif oksijen tiplerinin meydana gelmesini engelleyen
ve ayn1 zamanda bunlarin neden olabilecegi hasarlarin olusumunu ortadan kaldiran,
savunma sistemlerin “antioksidan savunma sistemleri” veya “antioksidanlar” adi verilir
Antioksidanlar, hiicre hasarlarini onarmaya yardime1 olan ve serbest radikalleri etkisiz hale
getiren yapilardir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Antioksidanlar, yapay antioksidanlar (enzim olmayanlar) ve dogal antioksidanlar
(enzimler) olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Yavaser, 2011). Dogal antioksidanlardan enzim
olanlara glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatiyon S
transferaz ve sitokrom oksidaz drneklerini verebiliriz , enzimatik olmayan antioksidanlara
ise (endojen ve eksojen) glutatyon, ferritin, A vitamini (B-karoten) ve E vitamini (a-
tokoferol) gibi Ornekleri verilebiliriz (Sekil 5) (Yavaser, 2011; Aslankog¢ vd., 2019).
Bitkilerin yaprak, govde ve tohumlarinda dogal antioksidanlarin miktarlari oldukc¢a fazladir
(Ariduru, 2013). Dogal antioksidanlarin radikallere karsi etkinliklerinin yaninda enzim
inhibitorii ve diger maddeler ile birliktelik gdstererek savunmada etkindirler. (Velioglu,
2000). Yapay antioksidanlar niikleik asit baglarinda bozulmaya neden oldugu ve kanser
olusumunu tetikleyen, hiicreyi 6ldiiren ya da fonksiyonunu durduran etkileri ile DNA’ya
zarar verebilmektedir (Ciftgi, 2017). Yapay antioksidanlarin uguculugunun yiiksek
olmasindan dolay1 1s1l islem sirasinda miktarlarinin azalmasina neden olmaktadir (Meral,
2016). Bitki kaynakli antioksidan aktivite testleri ve elde etme yontemlerine ilgi her gecen
giin artmaktadir (Okan vd., 2013). Endiistriyel alanda veya bilimsel arastirmalarda, mevcut
bilinen dogal ve sentetik antioksidanlar1 elde etmek i¢in, aromatik bitkilerin ve baharatlarin
antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasi oldukea ilgi gérmektedir (Kiigiik,

2020). Canli sisteminin, serbest radikalleri ve diger oksidanlarin zararli etkilerini azaltmak
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veya ortadan kaldirmak i¢in dogal enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunmalarini1 kapsayan anlasilmasi gii¢ bir sistem vardir (Eraslan, 2020). Antioksidan
agirliklt beslenme ile serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruma saglanmaktadir
(Yilmaz, 2010). Giinliik besin ihtiyacini karsilayan sebzeler ve meyveler, antioksidan
acisindan oldukga zenginlerdir (Bayram vd., 2013). Besin yoluyla alinan antioksidanlar
gidalardaki oksidatif bozulmay1 6nledigi veya geciktirdigi gibi canli sisteminde de serbest
radikallerin zarar verici etkilerini azaltmakta ve insan saghgini olumlu ydnde
etkilemektedir. Bu antioksidan maddelerin viicuda girmesiyle radikal zincir olusumlarini
engelleyerek veya reaktif tiirlerin olusmasini 6nleyerek radikal tlirlerin canli sisteminde

olusturacagi olumsuz etkilerinden de korur (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

ANTIOKSIDANLAR
| ' |
Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
| : —
| Mineraller Vitaminler
Primer Enzimler ¢inko, selenyum A,CEK
katalaz, peroksidaz Karotenoidler ~ Beta Organosiilfiir
karoten, likopen bilesikler
Sekonder Enzimler indoller
glutatyon rediiktaz, Diisiik Molekiiler Agirhk
glukoz 6 fosfat Antioksidanlar glutatyon, Antioksidan
dehidrogenaz uirik asit kofaktorler
Koenzim Q10
Polifenoller
|
| |
Flavonoidler Fenolik Asitler
|
| |
Flavonoller isoflavonoidler Hidrosinnamik Hidroksibenzok
kuersetin, genistein Asitler  ferulik, Asitler  gallik
kampaferol p-kumarik asit, elajik asit
Flavonoller Flavanlar krisin
katesin
Flavonoller Antosiyanidinler
hesperitin siyanidin

Sekil 5. Antioksidanlarin siniflandirilmas: (Bunaciu vd., 2016).
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Farkli nitelikteki ve farkli orijinli numunelerin antioksidan aktivitesinin veya
kapasitenin belirlenmesinde farkli mekanizmalara sahip yontemler kullanilmaktadir
(Bedlovicova vd., 2020). Tablo 1’de spektrofotometrik Olgiime dayali metotlar

gosterilmistir (Bedlovicova vd., 2020) gdsterilmistir.

Tablo 1. Antioksidan aktivite belirleme yontemleri (Bedlovi¢ova vd., 2020).

Metot Dayandig1 Yontem

DPPH Organik radikal ile reaksiyon

ABTS Organik radikal ile reaksiyon

DMPD Organik radikal ile reaksiyon

FC Mo®* ve W8 ile reaksiyon

FRAP Fe3* ile reaksiyon

ORAC AAPH tarafindan baglatilan peroksil radikali ile reaksiyon

Co?* bazli Fenton benzeri sistemler tarafindan iiretilen OH

HORAC . . :
radikalleri ile reaksiyon
AAPH ayrigmasi sirasinda tiretilen luminol tiirevi radikallerle
TRAP .
reaksiyon
Lipid
peroksidasyon Fenton benzeri sistemler (Co?* + H05)
inhibitor
PFRAP Potasyum ferrisiyaniir indirgemesi

CUPRAC Cu®'nin Cu'""ya indirgenmesi

1.4.1. Nanopartikiilleri Antioksidan Aktiviteleri

Organik metal oksitler veya metal bazli nanopartikiiller dahil olmak {izere bazi
nanomalzemeler, genellikle radikal yakalama ve/veya siiperoksit dismutaz benzeri ve
katalaz ile iliskili icsel redoks aktivitesi sergilemelerden dolayr antioksidan aktivite
gosterme kabiliyetindedirler (Valgimigli vd., 2018). Son yillarda dinamik olarak gelisen
iimit verici bir egilim, antioksidan islevsellestirilmis nanopargaciklarin sentezidir. Bu tiir
bir modifikasyon, biyouyumluluk, yiliksek stabilite ve hedeflenen dagitim yararlar
saglayan antioksidanlarin biyoyararlanimini gelistirir (Flieger vd., 2021). Metal ve metal
oksitlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesine yonelik olarak bir ¢ok ¢alisma
gergeklestirilmistir (Mittal vd., 2012; Kharat ve Mendhulkar, 2016; Stozhko vd., 2019;
Gedikli, 2022; Ustiin vd., 2022).



1.5. Antimikrobiyal Aktivite

Gecgmisten giiniimiize mikroorganizmalar basta virlis ve bakteriler olmak iizere
olusturduklar1 enfeksiyonlar ile diger canlilar {izerinde 6zellikle de insanlarda Oliimlere
kadar gidebilecek ciddi sorunlar olusturmuslardir. Bazen olusturulduklar salginlar ile de
milyonlarca insanin 6liimiine neden olmuslaridir. Glinlimiizde de bu durum halen devam
etmektedir.

Enfeksiyonlara karsi miicadelede as1 ve antibiyotiklerin kullanimi1 yaygin olarak
uygulana gelmektedir. Ancak mikroorganizmalarda gesitli faktdrlere bagli olarak olusan
mutasyonlara kasi mevcut antibiyotikler yetersiz kalabilmektedirler. Dolays: ile yeni
yaklasimlarin ve yeni antibiyotiklerin kesfi bu acidan Onem kazanmaktadir. Son
zamanlarda, mikroorganizmalar tarafindan antimikrobiyallere karsi miicadelede farkli
madde ve kaynaklardan yeni antimikrobiyallerin arastirilmasina ve gelistirilmesine dair
yogun bir ilgi olmustur. Bu nedenle antimikrobiyal aktivite tarama ve degerlendirme
yontemlerine daha fazla 6nem verilmektedir (Balouiri vd., 2016). Tarihsel olarak bitkiler,
insan sagligina ve refahina biiylik katkilarda bulunan yeni ilaglar ve bitki tiirevli ilaglarin
gelistirilmesi i¢in bir kaynak saglamistir (Vashist ve Jindal, 2012). Dolays: ile, bu tiir
antimikrobiyal aktivite gosteren bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunmakta olup,
bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi iizerine bir ¢ok calisma yapilmistir.
Bircogu da geleneksel tipta kullanilan bitki ozlerindeki ugucu yaglar, alkaloitler,
flavonoidler, seskuiterpen laktonlar, diterpenler, triterpenler veya naftokinonlar gibi izole

bilesiklerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemeye odaklanmistir (Rios ve Recio, 2005).

1.5.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Antimikrobiyal aktivite testleri, antimikrobiyal aktiviteye sahip olan maddenin
mikroorganizmalara karst ne derece etkili oldugunu tespit etmek icin kullanilmaktadir.
(Celik ve Celik, 2007). Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde en sik kullanilan
yontemler (Balouiri vd., 2016):

1. Diflizyon metotlari

1.1. Agar disk difiizyon metot

1.2. Antimikrobiyal gradient metot

1.3.  Agar kuyucuk difiizyon metodu

1.4. Agar plug diflizyon yontemi

1.5. Capraz ¢izgi yotemi

1.6. Zehirli gida yontemi
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2. Ince tabaka kromatografisi (TLC)-Biyootografi
2.1. Agar difiizyon

2.2. Direkt biyootografi

2.3. Agar kaplama biyoassay

3. Diliisyon metotlar1

3.1. Agar diliisyon metot

3.2. Broth diliisyon metot

4. Zamana bagli 6ldiirme testi (zaman Sliim egrisi)

5. ATP biyoliiminesans1 metot

1.5.2. Nanopartikiilleri Antimikrobiyal Aktiviteleri

Cesitli metallerin, metalik oksitlerin ve metalik tuzlarin antibakteriyel 6zellikleri
yuizyillardir bilinmektedir. Glimiis (Ag), altin (Au), bakir (Cu), bizmut (Bi) gibi metaller ve
magnezyum oksit (MgO), demir oksit (FesOs), ¢inko oksit gibi (ZnO), bakir oksit (CuO)
ve titanyum dioksit (TiO2) gibi metal oksit nanopartikiilleri antimikrobiyal tedavi igin
kullanimlar1  diisliniilmiis olmakla birlikte (Unal vd., 2022), giiniimiizde ise
nanoparcaciklar, tedavi yontemlerindeki bazi yetersizlikler nedeniyle ¢ok fazla ilgi
cekmistir (Huq vd., 2022). Nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite gosterdigine dair bir
¢ok calisma gergeklestirilmistir (Dizaj vd., 2014; Qamer vd., 2021). NP'lerin antibakteriyal
aktivite gostermesi, belirli durumlarda mikroorganizmalarin gosterdikleri ilag direncini
etkili bir sekilde kirabilmeleri ile iliskilendirilmektedir (Wang vd., 2017). Tabi ki burada
sadece nanopartikiilin varli§i antibakteriyel aktivite gostermesi ile direkt olarak
iliskilendirilmemelidir. Metal oksit NP'lerin fiziksel (boyut ve sekil) ve kimyasal
ozellikleri ve sentezlenme sekli bakterilerin artan direnci nedeniyle hayati 6nem kazanan
biyolojik sistemlerle etkilesime girmelerine olanak tanir. Son zamanlarda, kataliz, yar
iletkenler, sensorler, kontrollii ila¢ salinim1 ve antimikrobiyal ajanlar gibi genis bir alanda
uygulamalan i¢in farkli sekil ve boyutlarda cesitli metal oksitler iizerinde temel ve

uygulamali aragtirmalar yapilmistir (Vega-Jiménez vd., 2019).

1.6. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, Giimiishane Universitesi Merkez Kampiis alaninda peyzaj amagcl siis
bitkisi olarak yetistirilmis ates dikeni (Pyracantha coccinea) bitkisinin meyvelerinden
demir nanopartikiilii sentezlenmesi, bu partikiillerin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi ve partikiil olusumu ile birlikte aktivite degerlerinde meydana

gelen degisimin hangi diizeyde oldugunun tespiti amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Numunelerin Toplanilmasi
Ates dikeni meyveleri Kasim 2022 ayinda Giimiishane Universitesi kampiis alan
igerisinde peyzaj amagh olarak yetistirilmis bitkilerden toplanilmistir. Toplanilan meyveler

151k almayan bir ortamda oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. Kurutulmus Ates dikeni bitki meyveleri.

2.2. Ates Dikeni Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ik olarak kurutulan meyve ornekleri blenderden gegirilerek toz haline getirildi.
Ardindan toz haline getirilen numuneden 500 g alinarak hazirlamak i¢in 10 L hacme sahip
bir kaba 7.5 L su ile karigtirildi. Kapin agz1 kapali tutularak 2.5 saat siire ile kaynatildi.
Ekstrakt olusumu gerceklestirildikten sonra sogumaya birakilmadan sirasi ile 2.00 mm,
1.00 mm ve 0.25 mm gozenek cagina sahip eleklerden gecirilerek siizme islemi
gerceklestirildi. Ardindan elekten gecirilen ekstraktin kuru madde igerigi dijital
refraktometre (Hanna HI96801) ile tespit edildi Yapilan analiz neticesinde meyve
ekstraktinin kuru madde miktar1 igerigi %4.00+0.25 olarak tespit edildi. Meyve
ekstraktinin kuru maddesi daha sonra vakum evaporator kullanilarak 60 °C’de 150 mbar

basing altinda %10’a ¢ikartild1 (Gedikli, 2022).



2.3. Demir Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Ates dikeni meyve Orneklerinden demir nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in 125 mL
0.2 M Fe*® ¢ozeltisi FeCls 6 H20 maddesi kullanilarak hazirlanmistir. Ik olarak 6.75 g
numune tartildi. Ardindan, 1.9 g FeSO4 maddesi 0.1 M Fe*? 125 mL ¢bzelti hazirlamak
icin alindi. Ayr1 ayr1 beherlerde her iki madde ¢6ziildii ve balon jojede birlestirilerek 250
mL’ye tamamlandi. Ardindan 600 mL hacimli bir behere 250 mL %10 kuru madde
icerigine sahip ates dikeni ekstrakti eklendi. Bir pH metre cihazi (OHAUS Starter 3000
marka) kullanilarak pH degeri 1.0 M NaOH eklenmesiyle 11.00 olarak ayarlandi. Bunu
takiben ¢ozelti bir magnetik karistiricida karistirilarak (750 rpm) 1 saniyeye 1 damla
karsilik gelecek sekilde Fe™?/Fe*® ¢ozeltisinden ayirma hunisi kullanilarak damlatma islemi
gercgeklestirildi. Bu damlatma islem 125 mL i¢in 60 dk tamamlandi. Ardindan 60 dakika
boyunca beherin agzina bir cam ile kapatilarak 750 rpm’de karistirildi.

FesOs olustugundan dolayr cozeltide renk degisimi (tamamen siyaha doniistiir)
gozlemlendi. Olugsan demir nanopartikiilii (Fe-NP) ¢ozeltisi 6 adet 50 ml falkon santrifiij
tiipiine aktarilarak bir santrifiij cihazinda (NUVE NF 800R) 7000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij etme islemi her islem bitiminde olusan ¢okiintiiniin saf su ile yikanmasinin
gerceklestirilmesi ile 3 tekrarli yapildi. Cokelekler darasi 120x20 mm kapakli cam petrilere
konuldu. Son olarak etiiv igerisinde 60 °C’de vakumlu cam desikator kullanilarak
kurutulma islemi gerceklestirildi (Yusefi vd., 2020; Gedikli, 2022). Sekil 7°de ates dikeni

bitki meyvelerinden sentezlenen Fe-NP’lerin genel goriiniimii verilmistir.

Sekil 7. Ates dikeni bitki meyvelerinden sentezlenen Fe-NP’ler.

13



2.3.1.Metal Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

2.3.1.1. Demir Nanopartikiilleri Karakterizasyonu
XRD, FTIR ve SEM analizleri Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (DAYTAM) yaptirilmistir.

2.3.1.2. Fourier-Transform Infrared (FTIR) Spektrofotometre Analizi
FT-IR spektrofotometresi Ol¢timleri Bruker VERTEX 70v cihazinda Opus programi
kullanilarak 400-4000 araliginda 32 defa 4 cm™ hassasiyetinde absorbans olarak tarand.

2.3.1.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilmh X-Isim
Spektroskopisi (EDX) Analizi

Sentezi yapilmis olan ates dikeni meyvesi nanopartikiillerin goriintiileri ve element
analizleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM- Zeiss Sigma 300) kullanilarak elde edildi
SEM cihazinda inLens dedektor kullanilarak 6lgiim alindi.

2.3.1.4. X-Ismlar1 Kirimim Kristalografisi (XRD) Analizleri
XRD cihazinda (PANalytical Empyrean XRD) 45kV 40mA de tarama hizi 0.05
derece\saniye calisilarak kristal boyut analizi yapildi.

2.4. Antioksidan Aktivite Tayini

2.4.1. ABTS** Siipiiriicii Etki Tayini

Re vd., (1999) tarafindan gelistirilen bu metot asagida belirtildigi gibi uygulanmistir.

Ana stok ABTS®*" cozeltisi reaktifinin hazirlanmasi: ABTS (0.0384 mg) ve
potasyumpersiilfat (0.0134 g) saf su igerisinde ¢oziildii. Olusan ¢6zeltiden 10 mL alinarak
balon jojede (100 mL hacimli) saf su kullanilarak sulandirma islemi gerceklestirildi. (1:9
v/v). Ardindan, ¢6zelti kararh hale gelmesi icin karanlikta 12 saat boyunca bekletilmistir.

ABTS*" cahsma ¢ozeltinin hazirlanmasi: Ik asamada 150 mL metanol ile
kullanilarak 25 mL ana stok ¢ozeltisi i¢in seyreltme islemi yapilmistir. Spektrofotometrede
¢ozelti 734 nm’de okundugunda absorbansi 0.706+0.001 gelmesi gerekmektedir. Aksi
durum olusmas1 halinde metanol kullanilarak seyreltme yapilir ve ya ilave islemi ana
stoktan yapilarak absorbans 0.706+0.001 degerine ayarlanir.

Ates dikeni meyve ekstrakt numunesinden 150 uL ve Fe-NP’den ise 10 mg alinarak
150 pL saf su ilave edildi. Ardindan, 2.85 mL ABTS cozeltisi eklenmistir. Karigima

vortekslenme islemi uygulandiktan sonra 2 saatlik bir siire boyunca karanlikta
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bekletilmistir. Cozelti ardindan 734 nm’de spektrofotometrik olarak absorbansi
okunmustur. Kor olarak 150 pL metanol kullanilmistir. Troloks standardindan 150 pL
alinarak ornek i¢in yapilan islemler tekrar standart i¢in gerceklestirilmistir. (Ahmed vd.,
2015). Radikal katyonu siipiiriicii etki tayini i¢in olusturulmus kalibrasyon grafigi Sekil

8’de verilmistir.

y=-00083-  Y=-0.0083x+0.641
0.65 R = 0,99 R2=0.9998

0.6
0.55
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0.3

Sekil 8. ABTS*" Radikal katyonu siipiiriicti etki tayini kalibrasyon egrisi

2.4.2.DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Bu metot Brand-Williams (1995) tarafindan gelistirilmis olunup, antioksidan
bilesikler tarafindan DPPH radikalinin olusturdugu mor rengin indirgemesine dayal1 olarak
spektrofotometrik olarak antioksidan aktivite degerinin belirlendigi bir yontemdir.

Ana stok DPPH (10 mM)  Reaktifinin hazirlanmasi: DPPH (39.5 mg) 10 mL
hacmindeki metanol ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmistiir. Meydana gelen karisim daha
sonrasindaki deneyler i¢in buzdolabinda ortaminda depo edilmistir.

DPPH calisma ¢ézeltinin hazirlanmasi: 11k olarak 2.5 mL ana stok ¢ozeltisinden
alinarak metanol ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Olusan ¢6zeltinin spektrofotometrede 517
nm’de absorbans degeri 0.980+0.02 gelmesi gerekmektedir.

Ates dikeni meyve ekstrakt numunesinden 150 uL ve Fe-NP’den ise 10 mg alinarak
150 pL saf su ilave edildi. Ardindan &rnekler ve standartlara 3 mL hacmindeki DPPH
calisma cozeltisine eklenmistir. Bunu takiben karisim vorteks edilmis, 30 dk’lik bir siire
boyunca beklenilmistir. Bunu takiben spektrofotometre cihazinda 517 nm’de okuma islemi
gerceklestirilmistir. metanol kor olarak kullanilmistir. Ayni islemler askorbik asit standart:

icin de gergeklestirildi. Asagida belirtildigi sekilde DPPH radikal temizleme miktarlari
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hesaplanmistir  (Ahmed vd., 2015). Hesaplamalar Esitlik 1°de goriildiigii bi¢imde
yapilmistir. DPPH serbest radikal temizleme aktivite analizi kalibrasyon egrisi Sekil 9°da
verilmigtir.
% Inhibisyon Kapasite =(((Ac-As)/Ac))*x100 (Esitlik 1)
Ac: Koriin absorbansi

As: Numune absorbansi

y=-0.0036x+0.8935

08 R?=0.9991

0.6

0.4

Absorbans

0.2

0 50 100 150 200 250 300

-0.2
Konsantrasyon mg/L

Sekil 9. DPPH serbest radikal temizleme aktivite analizi kalibrasyon egrisi

2.4.3. Demir indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP)

Benzie ve Strain (1996) tarafindan gelistirilen bu metot asagida belirtildigi gibi
uygulanmugtir.

300 mM asetat buffer: Cam balona sodyum asetat trihidrat (3.1 g) tartilmistir.
Ardindan, ¢ozme islemi saf su kullanilarak yapildi ve glasiyal asetik asit (16 mL) ilavesi
yapildi. Karisimin pH degeri 3.60’a ayarlanarak, hidroklorik asit (40 mM ) ¢dzeltisi i¢in
3.4 mL hidroklorik asit (% 37°lik derisik) alinarak hacmi 1000 mL’ye litreye tamamlandi.
Bunu takiben, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (10 mM’lik) ¢ozeltisinde ise 2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride (3.123 g) HCI (40 mM) ¢ozeltisi ile hacmi 1000 mL’ye
tamamlandi. Son olarak demir (III) kloriir hekzahidrat (20 mM) ¢ozeltisi igin ise 5.406 g
demir (IIT) kloriir hekzahidrat saf su ile 1000 M1’lik hacme tamamlanmistir.

FRAP ¢ozeltisi: Asetat buffer ¢ozeltisi, 10 mM TPTZ ¢ozeltisi, 20 mM FeCls. 6H20
(10:1:1) kullanilarak hazirlanmistir. FRAP ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce 37 °C’de 15 dk
boyunca bekletilmistir.

Ana Stok 1000 mg/L demir iki siilfat heptahidrat c¢oézeltisi: Demir iki siilfat
heptahidrat bilesiginden 1.830 g miktarinda bir tartim yapilarak 1 litreye tamamlanmistir.
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Calisma standartlar:: Ana stok FeSOa. 7H20 ¢ozeltisinden 5, 10, 25, 50, 100 ve 150
ng/ml ¢ozeltiler hazirlanmastir.

Ates dikeni meyve ekstrakt numunesinden 150 uL ve Fe-NP’den ise 10 mg alinarak
150 pL saf su ilave edildi. Bu islemi takiben 2.75 mL FRAP ¢ozeltisine eklenildi. Bunu
takiben, karisim vorteks edilerek ve 30 dk’lik bir periyot boyunca beklenildi. 250 pL saf su
kor olarak kullanildi. Ardindan, Aymi islemler standarttan 250 pL alinip tekrarlandi
Orneklerdeki FRAP madde miktarlar;; FeSOs (10, 25, 50, 100 ve 200 ul/ml) ¢ozeltisi
kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafiginin dogru denklemine dayali olarak FRAP
degeri mg FeSOs Esdegeri/kg olarak hesaplanmistir. (Ahmed vd., 2015). FRAP

kalibrasyon egrisi Sekil 10’da verilmistir.

07 y=0.009x+0.0381
0.6 R?=0.9996
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Konsantrasyon mg/L

Sekil 10. FRAP antioksidan kapasitesi kalibrasyon egrisi

2.4.4. Toplam Antioksidan Madde icerigi

Reaktifin hazirlanmasi: 1k olarak 1.6 mL H2SO4, 28 mM monobazik sodyumfosfat
(NaH2PO4. H20) (0.2295 g) ve 4 mM (0.2472 ) amonyum heptamolibdat tetrahidrat
(amonyum molibdat) (H; 4 Mo; Ng O, 4 .4 H; O) 12 mL metanole 1.6 mL H2SOa ilave
edilip 50 mL’ye konup iizerine 28 mM ( 0.2295 g ) monobazik sodyumfosfat (NaH2POa.
H20), 50 mL’ ye tamamlanir. Aliiminyum folya ile temas ettirilmez. Testin
gerceklestirilmesinde ilk olarak, Ates dikeni meyve ekstrakt numunesinden 500 pL ve Fe-
NP’den ise 10 mg alinarak 500 uL saf su ilave edildi. 2.5 mL deiyonize su ilave edilmistir.
Ardindan, karisima 1 mL molibdat reaktifi ilavesi yapilmistir. Karisim vortekslenip ve 90
dk boyunca su banyosunda 95°C’de agiz kisimlar1 kapali olacak bigimde inkiibasyona
birakilmigtir. Tiipler inkiibasyon isleminden sonra su banyosu cihazindan ¢ikartilarak oda
sicakligi sartlarina gelmesini saglamak i¢in 30 dk beklenilmistir. 6rnek yerine 500 pL saf

su kor olarak kullanilmistir. Reaksiyonlar neticesinde meydana gelen karisimlarinin
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absorbans1 695 nm’de spektrofotometrede okunmustur. Standart i¢in ayni islemler
standarttan 500 pL almip gerceklestirilmistir. Orneklerin TAC miktar1 askorbik asit
standardinin (25, 50, 100, 150, 400 ve 800 pg/mL) ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan
kalibrasyon grafiginin dogru denklemine dayali olarak TAC mg AA Esdegeri/ kg numune
seklinde belirlenmistir (Prieto vd., 1999). TAC egrisi Sekil 11°de verilmistir.

y=-0.0034x+0.1472
25 R2=0.9981

Absorbans

Sekil 11. Toplam antioksidan analizi kalibrasyon egrisi

2.4.5. Toplam Fenolik icerigi

Ates dikeni bitkisi meyvelerinin toplam fenolik madde igerikleri folin—ciocalteu’s
reaktifi kullanilarak analiz edilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Ates dikeni meyve
ekstrakt numunesinden 300 pL ve Fe-NP’den ise 10 mg alinarak 300 pL saf su ilave edildi.
aliarak 3.4 mL saf su eklenip, karisima metanol (0.5 mL hacminde) ve sonrasinda folin—
ciocalteu’s reaktifi (200 pL hacminde) eklenmistir. Ardindan, karigim vortekslenip ve 10
dk oda sartlarinda bekletilip, ardindan 0.6 mL %10 lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
eklenmistir. Nihai karisim bir kez daha vortekslendikten sonra 2 saatlik bir periyot
stiresince karanlikta oda sicakligi sartlarinda inkiibasyona birakildi. Bu periyotun sonunda
karisim absorbans degeri 760 nm’de spektrofotometrede okunarak kaydedilmistir. Ek
olarak, 500 pL methanol +100 pL folin—ciocalteu’us reaktifi + 600 pL sodyum karbonat
ve 3.7 mL su karigimi Kor olarak kullanilmistir.

Orneklerin TPC miktarlari; gallik asidin (160, 120, 80, 60, 40 ve 20 pg/mL) ¢ozeltisi
kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafiginin dogru denklemine dayal1 olarak TPC miktar
mg GA Esdegeri/ kg numune seklinde gosterilmistir. TPC analizi kalibrasyon grafigi Sekil

12’de verilmistir.
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Sekil 12. Toplam fenolik madde analizi kalibrasyon egrisi

2.4.6. Toplam Flavonoid Madde i¢erigi

[k asamada, ates dikeni meyve ekstrakt numunesinden 150 uL ve Fe-NP’den ise 10
mg alinarak 150 uL saf su ilave edildi ve 3.2 mL metanol (% 30 v/v) iizerine eklenmistir.
Karisim vortekslenip iizerine 150 pL hacimde 0.5 M sodyum nitrit ¢dzeltisinden ilave
edilip, ardinda 0.3 M aliiminyum kloriir 150 pL hacminde eklenmistir. Ardindan, 5 dk
beklendi ve 1 mL 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edildi. Takiben, karisim bir kez
daha vortekslenip 10 dk’lik bir beklemenin ardindan spektrofotometre cihazinda 506
nm’de absorbansi okunmustur. 500 pL saf su kor olarak kullanilmistir. Ayni islemler
Standartlardan 500 pL almip gergeklestirilmistir. Orneklerin toplam flavonoid madde
miktarlari; katesin veya kuersetin (25, 50, 100, 200, ve 400 pg/mL) ¢ozeltisi kullanilarak
olusturulan kalibrasyon grafiginin dogru denklemine dayali olarak toplam flavonoid mg
katesin Egdegeri/ L numune olarak tespit edilmistir (Kasangana vd. 2015).

Toplam flavonoid madde igerigi kalibrasyon egrisi Sekil 13’de verilmistir.
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Sekil 13. Toplam flavonoid madde igerigi kalibrasyon egrisi
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2.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal duyarlilik arastirmalarinda kullanilan ile ates dikeni meyvesi
biyokiitlelerinin ve Fe-NP’lerinin antimikrobiyal aktiviteleri Giimiishane Universitesi
Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimi

Laboratuvari’nda standart s1vi diliisyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.5.1.S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi fle Ates dikenin Meyve Ekstraktinin ve Fe-
NP’lerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Ates dikeni bitkisi meyve Oziitiiniin ve demir nanopartikiillerin gram negatif (Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris ATCC 13315 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC43288,) ve gram pozitif (Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus subtilis ATCC 6633) bakterilere karsi sivi
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK),
belirlenmistir.  Bitki  Oziitiniin ~ konsantrasyonu  90-0.17 mg/ml, nanopartikiil
konsantrasyonu ise 60-0.05 mg/ml olarak ayarlanmistir. Deneyler {i¢ tekrarli olarak 96
well-plate kullanilarak yapilmistir. Her kuyucuga (12. kuyucuk hari¢) 50 ul LB besiyeri
konulup, 12. kuyucuga 1ise 100 pl LB eklenmistir. Sterilite kontroliiniin
degerlendirilmesinde ise bu kuyucuk kullanilmistir. Ayrica, 11. kuyucuk biiytime (50 pl
LB+50 ul bakteri) kontrolii olarak degerlendirilmistir. Ik kuyucuga bitki ekstrakti veya
nanopartikiiliin ilk konsantrasyonundan 50 pL alinarak 10. kuyucuga kadar seri diliisyon
yapilmistir. Pleytler 37°C’de inkiibe edilerek Fe-NP’lerin suslar1 inhibe ettigi ilk
konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir. kontrol olarak ise ampisilin kullanilmistir
(Uciincii vd., 2020).
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Ates Dikeni Meyvesinden Sentezlenen Demir Nanopartikiillerin
Karekterizayonu

Ates dikeni meyvelerinin ekstraksiyonu ve bunu takiben uygulanan nanapartikiil elde
etme caligmalilar1 netidcesinde 6zellikle gézleme dayali olarak 6zelikle de renk degisimi

ile (siyaha yakin bir renk olusumu) demir nanopartikiillerin olustugu kanisina varilmstir.

3.1.1. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)Analizi

Fourier doniisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR); ates dikeni bitkisi meyvelerinden
sentezlenen Fe-NP’lerin olusumndan sorumlu olana muhtemele- olasi1 fenolik bilesikleri
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ates dikenin bitki meyve ekstrakti ve Fe-NP’lerin FTIR
spektrumu FTIR spektrumu Sekil 14-16’da gosterilmistir.

Metal nanopartikiillerin olusumunda kapaklanma ve indirgeyici 6zellik gosteren
biyomolekiilleri tanimlayabilmek amaciyla FTIR analizi gerceklestirildi. Sekil 14-16'da,
demir nanopartikiillerin ve ates dikeni bitkisine ait su ekstraktinin FTIR spektrumlar
verilmistir. 650-4000 cm™ araliginda gozlemlenen ¢esitli titresim bantlar;, demirin
indirgenmesinden fonksiyonel gruplarin sorumlu oldugunu gostermektedir (Sekil 15). C-
OH ve H,0 gruplarmin O—H germe titresimleri 3419 cm™ ve 3373 cm™'de civarlarinda
gdzlemlendi. 1622 cm™ civarindaki pik c=c gerilimini gdstermektedir. Yapida bulunan
karboksili asit gruplarmin C-O-C absorbsiyon pikleri 1030 cm™ civarindan goriilmektedir.
1430 ve 1388 cm™ civarindaki pikler, aromatik yapiya isaret eden polifenolik O-H
biikiilmesini gostermektedir. 1068 cm™'deki pik, alifatik aminleri temsil eden C-N germe
titresiminden dolay1 polifenollerin varligina isaret etmektedir. 2950 cm™Y'deki bant, bitki
ekstraktinda lipitlerden metil ve metilen gruplarmin C-H germe titresimine karsilik
gelmektedir.

C=C (1520-1590 cm™), C-H (2750-2860 cm™*), O-H (3310-3390 cm), N-H (1415
1490 cmt), C-O-C (1025-1195 cm™), C-N (2310-2350 cm™?), C=0 (1690-1740 cm™?), O-
H (1250-1310 cm™ (675-815 cm™) goriilen FTIR sinyalleri yapidaki aromatik bilesenlere
ait isaretleri vermektedir. Spektrumdaki, 870 cm ! ve 668 cm 'deki bantlar, CH
biikiilmesine atfedilir. Ust kisimda da anlatildig1 gibi bitki 6ziitiinde bulunan flavonoidlerin

ve alkaloitlerin heterosiklik bilesiklerinin tipik bir ornegidir (Alsammarraie vd., 2018)



Dolayisiyla hem bitki ekstraktina ait, hemde yesil sentezle iiretilen Fe-NP’ nin FTIR
spektrumlar1 birbirine bezer 6zellik gostermektedir. Buda FesOs yapisina ates dikeni
bitkisinde bulunan organik yapilarin kapaklandigini isaret etmektedir. Fico vd. (2000) ates
dikeni ile alakali yapmis olduklar1 bir ¢alismada ¢icek acan ve meyve veren bitkilerde
yaklasik 30 metabolit bulundu. Hem cicekler hem de meyveler yliksek flavonoid igerigine
sahip olduklarini ifade etmislerdir (Fico vd., 2000).

Sekil 14. Ates dikeni bitkisi meyve eksrakti ve Fe-NP’lerin FTIR spektrumu

Sekil 15. Ates dikeni bitkisi meyve Fe-NP’lerinin FTIR analizi
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Sekil 16. Ates dikeni bitkisi meyve ekstraktinin FTIR analizi

3.1.2. Demir Nanopartikiillerin Taramalh Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji
Dagilimh X-Isim Spektroskopisi (EDX) Analizi

Taramali FElektron Mikroskobunda (SEM) enerji dagilimli X-15m1 (EDX)
spektroskopisi, Ozellikleri atomik ol¢ege kadar gosteren element haritalar1 elde etmek
miimkiindiir. Ates dikeni bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstraktlar kullanilarak
sentezlenen Fe-NP’lerin EDX spektrumlar1 Sekil 17°de ve bunlarin sayisal degerleri ise
Tablo 2’de gosterilmistir. EDX analizlerinde degerlendirilen elementler demir, karbon ve
oksijen elementleridir. EDX spektumlarinda piklerin olustuklar: yerler her bir elemente
0zgl olup, elementlerin konsantrasyon degerleri bu piklerin yiiksekligine dayali olarak
hesaplanmistri. Nanopartikiillerde elementleri tespit edilen ylizde agirlik oranlart oksijen
icin 47.33, karbon i¢in 38.46 ve demir i¢in 14.21°dir. Karbon, oksijen ve demir atomlarinin
yiizdelik oranlari ise sirasi ile 49.92, 46.11 ve 3.97 olarak belirlenmistir. EDX spektrumlari
gerekli Fe ve O fazinin orneklerde mevcut ve yiiksek miktarlarda olmast Fe-NP’lerin
yiiksek saflikta sentez edildigi dogrulamaktadir. Yiiksek yiizdede oksijenin mevcudiyet
nanopartikiillerin demir oksit formunda oldugunun bir gdstergesi olarak yorumlanabilir
(Demirezen vd., 2019). Karbon ve oksijenin varlg1 ise orgnik bilesiklerin mevcuditiyedine
atfedelebilir. Gedikli (2022) siyah c¢ay ve yesil ¢ayydan ayr1 demir nanopartikiilleri elde
etmis ve siyah caydan elde edilen bu demir nanopartikiillerinde demir, karbon ve oksijeni
ve %38.62, 40.15 ve 46.85 olarak olgmiis iken, yesil cayda ise bu oranlar1 ayno sira ile
%7.41, 41.97 ve 49.31 olarak belirlemistir. Chatterjee vd., (2021) tarafindan yapilan

calismada piring tohumlarinda sentezledikleri demir nanopartikiilin EDX analizlerinde

23



demir ve oksijen elementlerinin giiclii sinyal olusturdugunu bunun da Fe-NP’lerinin

sentezlendiginin bir isareti oldugunun degerlendirmesinde bulunmuslardir.

188K
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Status: Idle CPS: 26214 DT:221 Lsec: 30.0 460 Cnts 2680 keW Det: Element-C28

Sekil 17. Ates dikeni bitkisi meyvelerinde elde edilen Fe-NP’lerin EDX spektrumlari

Tablo 2. Ates dikeni bitkisi meyvelerinde elde edilen Fe-NP’lerin EDX element degerleri

Element % Agirhk % Atom
C 38.46 49.92

O] 47.33 46.11
Fe 14.21 3.97

Ates dikeni bitki meyve ekstraktlarindan sentezlenen Fe-NP’lerin Taramali Elektron
Mikroskobu kullanilarak elde edilen 50000X ve 80000X biiyiitmelerdeki goriintiiler Sekil
18-19°da verilmistir. Fe-NP’lerin goriintiilerinde partikiiller nano boyutlarda ve kiiresel
yapida goriintiilenmistir. Sekil 18’de 80000X deki SEM goriintiilerinde isaretlenmis bazi
nanopartikiiller 11.25, 13.75, 13.96 ve 25.6 nm boyutlarinda 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 18. Ates dikeni meyvesinden sentezlene Fe-NP’lerin 50000X ve 80000X biiyiitmede
SEM goriintiileri.
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Sekil 19. Ates dikeni meyvesinden sentezlene Fe-NP’lerin 80000X biiylitmede SEM
gorintiileri.
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3.1.3. X-Isinlar1 Kirinim Kristalografisi (XRD) Analizleri

Yesil sentezlenmis FesO4 NP'ler igin X-Isin1 kirmimi analizi yapildi. Sekil 20-21'de
goriilebilecegi gibi, XRD sonuglar1 herhangi belirgin bir pik veya pikler gézlenmemistir.
Piklerin olmamasi, iiretilen nanopartikiillerin amorf yapisinin varligin1 gostermektedir
(Machado vd., 2014; Wang vd., 2014a; Machado vd., 2015; Ebrahiminezhad vd., 2016).
Amorf demir nanopartikiil yapinin varligi okaliptlis ve sorgum kepegi ve gibi atik veya
yaprak ozleri ile ilgili 6nceki ¢aligmalarda saptanmistir (Njagi vd., 2011; Wang vd., 2014a;
Wang vd., 2014b). 2 Theta degerlerinin 10° ila 20° derece arasindaki genis omuz araligi,
yaprak ekstraktlarindaki organik materyallerin NP'ler igin stabilize edici ajan olarak

varliklarindan kaynaklandigi dnerilmistir (Wang 2014; Ebrahiminezhad vd., 2016).
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Sekil 20. Ates dikeni bitkisi meyvelerinden sentezlenen Fe-NP’lerin XRD analizi
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Sekil 21. Ates dikeni bitkisi meyvelerinden sentezlenen Fe-NP’lerin XRD analizi

3.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Ates dikeni bitkisinden elde edilen su ekstraktlar1 ile birlikte yesil sentez ile
sentezlenen demir nanopartikiillerin antioksidan aktivite etkinlikleri 6 farkli mekanizmaya
sahip antioksidan aktivite belirleme yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Son zamanlarda ABTS, trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) kullanilarak
bilesiklerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ¢ok kullanilan bir yontem
olmustur. Bu analiz ilk olarak Miller vd., (1993) tarafindan tanimlanmistir ve bir bilesigin
kararli ABTS radikalini temizleme yetenegine dayali olarak toplam radikal temizleme
kapasitesini ortaya cikartir. Antioksidanlarla ABTS’nin reaksiyonu spektrofotometrik
olarak 734 nm'de belirlenir. Renk giderme derecesi, TEAC degerlerine doniistiiriilebilen
antioksidan kapasiteyi vermektedir. Genellikle bitki 6zleri, icecekler ve biyolojik sivilar
gibi karmasik antioksidan karigimlarin taranmasinda kullanilir.

Calismada ates dikeni (Pyracantha coccinea M.J. Roemer) bitkisinin su
ekstraktinin ABTS:: radikalini temizleme yetenegi TEAC cinsinden degeri Tablo 3’de

verilmistir.
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Tablo 3. Ates dikeni bitkisinin su ekstraktinin ve demir nanopartikiillerinin antioksidan

kapasiteleri
Analizler Ormekler Konsantrasyon mg/kg Konsantrasyon mg/g
ABTS*" Siipiiriicii Etki N 7917.28 +0.32 7.92 +0.1
Tayini mg TEAC N-NP 15834.57x10° 15834.57 +197.53
DPPH Serbest radikal N 11469.91 +261.44 11.47 +0.26
temizleme aktivitesi 3
mg AA N-NP 15400 x10 15400 +400

L N 91.44 +0.44 91.44 +0.44

V)

DPPH % Inhibisyon {594 97 +0.11  94.97 +0.11
FRAP Demir N 30553.33 +616.67 30.55 +0.62
indirgeyici antioksidan 3
giic (Mg FeSOy) Fe-NP 20368.89 x10 20368.89  +411.11
TAC (Toplam N 14832.35 +6518.22 14.83 +6.52
Antioksidan Kapasite) - . \p 7339 81 x10? 7332.81 94532
(mg AA)
TPC (Toplam fenolik N 11461.98 +218.93 11.46 +0.22
icerigi) (mg AA) Fe-NP 5741.67 x10° 5741.67 +771.24
TFC N 46550 +4746.58 46.55 +4.75
(Toplam Flavonoid o o gga3 334107 863333  +642.91

Icerik) (mg AA)
N: Numune, Fe-NP: Demir nanopartikiil, n:3

Bitkinin radikal giderme derecesi (ABTS) 7917.28 mg/kg TEAC ve 7.92 mg/g
TEAC cinsinden bulundu. Uretilen Fe-NP’larin ABTS kapasitesi 15834.57 mg/g TEAC
esdegeri bulunmustur. Fe-NP’lerin kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugu anlagilmaktadir. Bitki
ile s6z konusu bitkiden iiretilen Fe-NP’lerin yaklasik 2000 kat daha yiiksek radikal
giderme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir.

P. coccinea'nin etanol, su, metanol, aseton ve dietil eter ekstraktlarinin radikal
temizleme potansiyeli ile alakali bir ¢alisma gerceklestirilmistir (Keser, 2014). Bu
calismaya gore, etanol, metanol ve aseton ekstraktlari, BHT'den daha yiliksek ABTS ve
DPPH radikal temizleme aktivitesi gostermistir. Yazar fenolik bilesiklerin varlig
nedeniyle ates dikeninin iyi bir dogal antioksidan kaynagi olabilecegini iddia etmistir
(Keser, 2014). Yine yapilan bir ¢alismada ates dikeninin taze meyveleri ile ilgili bir
calismada, ABTS etanol ekstrakti1 4.00 su ekstrakt1 0.71 mg TEAC/g olarak bulunmustur
(Sarikurkcu ve Tepe, 2015).

Yaygin olarak kullanilan antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden birisi de
DPPH testidir. DPPH radikalinin siipiirme aktivitesi DPPH antioksidan testinin temelini
olusturmaktadir (Sharma ve Bahat, 2009). DPPH, ¢o6zelti i¢inde kararli bir radikaldir ve
515-517 nm'de mor renkte goriiniir. Bu metot, DPPH radikalinin antioksidan molekiilden
bir hidrojen (H) atomunu kabul etmesi prensibine dayanmaktadir. Diger bir ifadeyle

antioksidan tarafindan DPPH radikalinin stabil DPPH bilesigine indirger ve mor renk
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sartya doner. Boylelikle renk degisimi spektrofotometrik olarak izlenerek antioksidan
aktivite degeri tespit edilir (Mishra vd., 2012; Yogesh vd., 2014). Mevcut ¢aligmada bitki
ekstraktinin (N) ve Fe-NP’nin DPPH degerleri siras1 ile 11.47+0.26 ve15400+400 olarak
Olciilmiisken, DPPH % inhibisyon degerleri ise 91.44+0.44 ve 94.97+0.11 olarak
belirlenmistir. ABTS metodundan oldugu gibi DPPH metodunda da Fe-NP’nin aktivite
degerleri bitki ekstraktindan oldukgak yiliksek ¢ikmistir. Sarikurkcu ve Tepe (2015) ates
dikeni meyvelerinin etanol ve su ekstraktlarinin DPPH degerlerinin siras1 ile 6.12 + 0.292
ve 2.05 £ 0.101 mg TEs/g olarak d6lgmiislerdir. Bagka bir ¢alismada ise ayni bitkinin etanol
(78.73+£0.27), su (27.62+0.09), metanol (93.43+0.81), aseton (81.18+0.21) ve dietileter
(7.807.80+0.190.19) ¢oziicii ekstraktlarinin DPPH % inhibisyon degerleri belirlenmistir
(Keser, 2014). Bu c¢alismalarin yani1 sira DPPH metodu kullanilarak ates dikeni bitki
meyvelerinin aktivite degerinin belirlenmesi iizerine c¢alismalar gergeklestirilmistir
(Kerasioti vd., 2019; Tung vd., 2020; Turu vd., 2020; Sharifi-Rad, 2021).

Antioksidan aktivite yontemlerinden birisi de Benzie ve Strain (1996) tarafindan

gelistirilmis olan FRAP (Demir indirgeyici antioksidan giic) metotudur. Bu yontem,

3+ 2+

antioksidan bilesiklerin Fe*™'y1 Fe“"'ye indirgeme yetenegine dayali bir yontemdir.
Flavonoidlerin antioksdian aktivite iligkilerini degerlendirmek i¢in uygulanan yontemlerin
biiyiik bir kismi, bir oksidana kars1 kapasitelerini 6lcerken, FRAP testi, bir bilesigin iy1 bir
antioksidan olmasi i¢in Onemli bir parametre olan maddenin indirgeme kapasitesini
dogrudan 6lger (Benzie ve Strain,1996; Firuzi vd., 2005). Bu 6zelliklerinden dolay1 FRAP
testi antioksidan aktivite degerlenirme ¢aligmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir.
Ates dikeni bitki ekstraktlarinin ve Fe-NP’lerinin FRAP aktivite degerlerinin
spektrofotometrik Olglimlerinde bitki ekstraktlart i¢in FRAP degeri 30.55+0.62 mg/g
olarak hesaplanmisken, Fe-NP icin bu deger 20368.89+411.11 olarak olgiilmiistiir. Diger
metotlarda elde edilen sonuglar gibi burada da Fe-NP’lerin FRAP degerleri bitki
ekstraktlarin gére oldukga yiiksek ¢cikmistir. Ates dikeni lizerine yapilan ¢calismalarda bitki
ekstraktinin FRAP degerleri ethanol ekstraktinda 3.18 + 0.050, su ekstraktinda 0.73+ 0.082
(mg TEs/g taze meyve) (Sarikurkcu ve Tepe 2015), 6.75+0.52 AAE/g dw (Sharifi-Rad
2021). Ates dikeni bitkisinin yer aldig Pyracantha cinsi igerisinde siniflandirilmis olunan
Himalaya ates dikeni (Pyracantha crenulata (D.Don) M.Roem.) meyveleri metanol
ekstraktinin FRAP degeri 5.40+0.05 mm AAE/100g fw (Saklani vd. 2011), Pyracantha
fortuneana (Maxim.) Li tiiriiniin ise su ekstraktlarinin FRAP degeri 18.1 = 0.14 (Fu vd.,
2010) olarak belirlenmistir Belirtilen caligmalarda FRAP aktivite degerlerinin yiiksek

c¢itkmis olmasma ragmen c¢alismamizda elde edilen sonuglardan ise bu degeler daha

diisiiktiir. Burada yukarida da belirtildigi iizere ayn tiir de bile aktivite degerlerinin farkli
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cikmasinda bir cok faktor (genetik cesitlilik, cevresel faktorler, meyve olgunlasama
zamanlar1 vb.) etkili olmaktadir.

Kulanilan 6 antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden birisi de toplam
antioksidan kapasite belirleme yontemidir. Bu metot, Prieto vd. (1999) tarafindan
gelistirilmis olmakla birlikte, analizi yapilacak numunedeki analitler tarafindan Mo
(VI)'nin Mo(V)'ye indirgenmesine ve bunu takiben asidik pH'ta yesil bir fosfat/Mo(V)
kompleksinin olusumuna dayanmaktadir. Numunelerin absorbanst 695 nm Ol¢iilmektedir
(Prieto vd., 1999). Toplam antioksdian kapasite yontemin de Fe-NP’lerin aktivite degerleri
kayadadeger derecede bitki ekstraklarindan daha yiik Ol¢tilmistiir. Bitki ekstraklarinda
aktvite degerleri 14.83+6.52 mg AA/g olarak Olclilmiisken, Fe-NP’lerde ise bu deger
7332.81£945.32 mg AA/g. Sarikurkcu ve Tepe (2015) tarafindan ayni1 bitkinin etanol ve su
ekstraklarinin toplam antioksidan kapasite degerlerini sirasiyla 6.69 + 0.744 ve 1.96 +
0.381 ve Sharifi-Rad vd., (2021) ise 3.97 + 0.28 mg AAE/g dw olarak rapor etmislerdir.
Bu degerler mevcut ¢alismada elde edilen degerlerden daha diisiik diizeylerde olmasina
ragmen Pyracanthia genusu igerisinde yer alan Pyracantha crenulata tiiriniin metanolik
ekstaraktlarinin farkl konsantrasyonlarindaki toplam antioksidan kapasite degerleri 18.05 -
66.68 uM Trolox esdegeri araliginda ol¢lilmiistiir (Pal vd. 2013).

Ortak olarak bir veya daha fazla hidroksil siibstitiienti tasiyan bir aromatik halkaya
sahip olan fenolik bilesikler antioksidan aktiviteden sorumlu redoks 6zelliklerine sahip
onemli bitki bilesenleridir (Harborne, 1973; Aryal vd., 2019). Sekonder metabolit olarak ta
tanimlanan ve cogunlukala sebze ve meyve gibi bitki dokularinda bulunan fenolik
bilesilkler antioksidan aktivite gostermelerinin yani sira antimikrobiyal (Akar vd., 2020;
Baltac1 vd., 2022), antifungal (Simonetti vd., 2020; Possamai Rossatto vd., 2021),
antikanser ve antianjiyojenik (Abbaszadeh vd., 2019), antihelmintik (Kaska vd., 2018),
antienflamatuar (Demir vd., 2019) gibi aktivteleri gosterdigine dair ¢ok sayida caligma
mevcutur. Ozellikle hastaliklarin énlenmesinde ve tedavi edilmesinde etkindirler. Bu
durumla da dikkate alinarak numunelerin toplam fenolik igerik analizleri de yapilmistir. Bu
analizlerin neticesinde bitki ekstralarinin aktivite degeri 11.46+0.22 mg AA/g olarak
belirlenmigken, Fe-NP icin bu deger ise spektrofotometrik Olclimler neticesinde
5741.67£771.24 olarak hesaplanmistir. Nanopartikiillerin aktivite degerleri bitki
ekstraklarina gore oldukga yiiksek diizeyde ol¢iilmiistiir. Atesi dikeni bitkisi taze meyveleri
tizerine yapilan bir ¢aligmada toplam fenolik icerik degerleri metanol ve su ekstraklarinda
nispeten diisliik miktarlarda sirastyla 1.314+0.198 ve 0.38+0.022 mg GAEs/g olarak rapor
edilmistir (Sarikurkcu ve Tepe, 2015). Diger bir ¢caligmada ise ayni tiir bitki meyvelerinin

metanol ekstraktlarinin TPC degerleri 14.48+1.09 ile mevcut ¢alismamizda elde edilen
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sonuglardan daha yiiksek bulunmus olmakla birlikte her iki aktivite degerleri arasinda
kayda deger nitelikte bir fark olmamistir (Sharifi-Rad vd., 2021).

Degisken fenolik yapilara sahip dogal bilesiklerin bir grubu olan flavonoidler
epidemiyolojik caligmalarda rapor edilen saglik agisindan Onemli faydalar1 nedeniyle
ozellikle bitkisel kaynakli (meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, kabukta, koklerde, saplarda,
ciceklerde, cayda ve sarapta bulunur) olanlariin {izerine yapilan arastirmalar her gegen
giin artmaktadir (Kumar ve Pandey, 2013; Panche vd. 2016; Karak, 2019). Mevcut
caligmada bitki ekstraktinin ve Fe-NP’lerin toplam flavonoid igerigi belirlenmistir.
Aliminyum kompleksi olusumuna dayali spektrofotometrik bir metod olan toplam
flavonoid igerik en yaygin kullanilan antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden birisi
olup, gida veya tibbi bitki numunelerini degerlendirmesi i¢in 6nemli bir parametre olarak
kabul edilmektedir (P¢kal ve Pyrzynska, 2014). Diger 5 aktivite belirleme metodunda
oldugu gibi Fe-NP’lerin aktivite degeri (8633.33+642.91) bitki ekstraktininn aktivite
degerinden (46.55+4.75) kayda deger bir bicimde yiiksek o6l¢iilmiistiir. Sarikurkcu ve Tepe
(2015) ates dikeni taze meyvesinde etanol ve su ekstrakti toplam flavonoid igerik
degerlerini sirasiyla 0.22 + 0.014 ve 0.03 = 0.002 mg REs/g olarak rapor etmislerdir.
Sharifi-Rad vd. (2021) ayn1 bitkinin meyvelerinin metanol ekstraktlarinda 0.13 + 0.01 mg
QE/g olarak hesaplamustir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda ates dikeni meyvesinin yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi ortaya konulmus olmakla birlikte aktivite degerleri arasinda farkliliklar s6z
konusudur. Bu farkliliklar bitki ekstraksiyonundan kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasi
bireysel genetik cesitlilik, farkli bitki parcalar1 arasindaki varyasyonlar, bitkilerin farkl
gelisim agamalari, meyvenin ya da kurutularak calisilmasi ve ¢evresel degisiklikler (toprak,
su, hava, sicaklik, pH, 151k, kirletici faktorler vb.) gibi bitkilerin kimyasal bilesimini
etkileyen bazi faktorler ile iliskilendirilebilir (Figueiredo vd., 2008; Akar, 2021).

Antioksidan aktivite belirleme yontemlerinin uygulandigi ¢alismalarda genelde Fe-
NP’lerin antioksidan aktivite degerleri bitki ekstraktlarindan elde edilen degerlerden
olduk¢a yiiksek cikmaktadir. Bu durum bitki 6ziitinde bulunan biyoaktif bilesikler
alkaloidler, flavonoidler, tanenler, fenoller ve saponinler gibi organik yapidaki bilesiklerin
Fes0s etrafina yogun bigcimde bag yapmalarindan kaynaklanmaktadir (Mahendiran vd.,
2017; Rehana vd., 2017). Vitta vd., (2020) tarafindan yapilana ¢alismada Eucalyptus
robusta Sm bitkisinin yaprak ekstraktlart1 ve bu ekstraktlardan elde edilen Fe-Np’lerin
antioksdian aktivitelerini DPPH, TPC ve TFC antioksidan aktivite belirleme yontemlerini
kullanarak belirlemisledir. DPPH temizleme aktivitesini E. robusta bitki ekstraktinda ICso

degerini 423.14 pg/mL Fe-NP’de ise 81.63 pg/mL ve standart kuersetinde ise 7.19 pg/mL
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olarak rapor etmislerdir. Bu testte standarttan da anlagsilacag: iizere diisilk deger daha
yiiksek aktiviteyi isaret etmektedir. Ayni ¢alismada ise TPC (bitki ekstraktinda 158.47 mg
GAE /g, Fe-NP’de 98.21 mg GAE /g) ve TFC (bitki ekstraktinda 131.12 mg QE /g; Fe-
NP’de 40.54 mg QE /g) icin elde edilen degerler ise bitki yaprak ekstraktinda Fe-NP’ye
gore daha yiiksek ¢ikmustir. Vitta vd., (2020) bu durumun FeNP'lerin biyosentezinde yer
alan bir indirgeme reaksiyonunda bu bilesiklerin katilimi ile a¢iklanabilecegini ve bununla
birlikte, FeNP'lerde fenolik bilesiklerin varligi ise, bu bilesiklerden bazilarinin
indirgenmedigini ve nanopartikiillerin stabilizasyonunda etkilesime girebilmis olmasi ile

iliskili oldugunu belirtmislerdir.

3.3.  Antimikrobiyal Aktvite

Popiilasyonlarinin dinamik yapisini 6nemli derecede etkileyen olumsuzluklarinin
basinda mikrobiyal kokenli enfeksiyonlar gelmektedir. Bu enfeksiyonlar 6zellikle insanlar
acisindan degerlendirildiginde diinya capinda milyonlarca insani etkileyen salginlara
doniisebilme ptansiyeline haizdirler ve tarihsel siiregte de bu tiir salginlar vuku bulmustur.
Cogunlukla bu salginlarin ortaya ¢ikmasinda insan popiilasyonun hizla artisi, savaslar,
dogal afetler (iklimsel degisiklikler, depremler, biiylik heyelanlar, besin ve su kitlig1) ¢evre
kirliligi ve barinma sorunglari, salginlarin ortay ¢ikmasinda etkin faktorler olup, 6zellikle
son ylizyilda ulasimdaki hiz da miroorganzimlar1 yayilimin artirmaktadir (Parildar, 2020).
Bazi durumlarda salginda etkili olan mikroorganizmalara 6zellikle de viriislere kars1 etkin
tedavi yollarmin bulunmasi oldukca zor olabilmektedir. Son yillarda, oldukca yiiksek
tehlike riskine sahip olan antibiyotige direncli bakterilerin varligi giderek artis
gostermktedir (Fair ve Tor, 2014). Bu nedenle, mikrobiyal direncle miicadele etmek i¢in
cesitli kaynaklardan yeni antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasina ve gelistirilmesine artan
bir ilgi olmustur. Antimikrobiyal aktivite tarama ve degerlendirme yontemlerine daha fazla
onem verilmektedir Disk difiizyon, kuyu diflizyonu ve broth veya agar seyreltme gibi
cesitli biyoaktivite yontemleri yaygin olarak kullanilmakla beraber flow sitometrisi ve
biyoliiminesans yontemleri de kullanila gelmektedir (Balouiri vd., 2016). Antimikrobiyal
aktivite tarama yontemlerinin gelistilmesinin yani sira mevcut antibiyotiklerin yeterlilikleri
hakkinda ciddi terediitler olmas1 yeni etkili kaynaklara ve proseslere yonlenme gerekliligi
ortaya cikmistr. Cesitli  endiistriyel uygulamalardaki kullanimlarindan  dolay,
nanopargaciklar (NP'ler), bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi antimikrobiyal ajanlar
olarak umut verici bir potansiyel sunmaktadir. NP'lerin, benzersiz ozellikleri ve cesitli
mekanizmalar yoluyla hiicreye zarar verme yetenckleri nedeniyle ¢esitli patojen tiirlerine

kars1 giiglii antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir (Rosli vd., 2021).

33



Hastaliklarin tedavi siiregleri i¢in antibiyotik dagitim sistemlerinde, enfeksiyonun
olusumunu oOnlemek ve yaralarin tedavi edilmesini destekleyen implante edilebilir
niteliktedi cihazlarin ve tibbi malzemelerin antibakteriyel kaplanmasinda, mikrobiyal
teshis olusturmak icin bakteriyel tespit sistemlerinde, antibakteriyel asilarda ve bakteriyel
enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in NP'lerin kullanilmaktadir (Wang vd., 2017). Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan Ates dikeni bitkisinin su ekstrakti hazirlanmig ve elde edilen
ekstrakt kullanilarak yesil sentezle ile Fe-NP’leri elde edilmistir. Bitki ekstraktinin ve Fe-
NP’lerin antibakteriyal etkisi 7 farkli izolat kullanilarak degerlendirilmistir. Bacillus
subtilis hemen hemen her gevrede bulunan gram pozitif, aerobik, spor olusturan bir toprak
bakterisidir (Oggioni vd., 1998). Aym1i zamanda insan gastrointestinal sisteminde de
bulunana ve zararli olmayan bir bakteri kabul edilir. Ancak, yenidogan doneminde sik
goriilen immiin yetmezlik durumlarinda, B. subtilis ciddi bir enfeksiyona yol agabilmekte
(Lampropoulos vd., 2021). Ek olarak, B. subtilis bir¢ok kez insan igin patojenik olarak
tanimlanmistir, ancak bu patojenide her zaman goézle baglantilidir (Sweany ve Pinner,
1925; Abo-State vd., 2012).

Antimikrobiyal aktivite belirleme calismasinda kullanilan diger bir bakteri tiirii ise
Staphylococcus aureus tiiriidiir. Gram poziti bir bakteri tiirii Staphylococcus aureus’un
insanlardaki dogal yasam alani deri ve nazofarenkstir. Klinik olarak tanimlanmis g¢ook
sayida hastaliga neden olmaktadir. Ozellikle deri ve yumusak dokulari, endovaskiiler
bolgeleri ve i¢ organlar tutarak farkli enfeksiyonlara neden olmaktadir. S. aureus toplumda
ve hastanelerde yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan 6nemli bir patojen olmaya
devam etmektedir (Foster, 2002; Taylor ve Unakal, 2022). Burada, S. aureus'un
patojenitesinde salgilanan ekzotoksinlerin dnemli bir rolii vardir Pek ¢ok S. aureus toksini
hiicre membranlarina zarar vererek hiicre dliimiine yol acar (Otto, 2014).. Ozellikle S.
aureus’un neredeyse tiim suslar alfa, beta, gama hemolizinlerini, niikleazlari, proteazlari,
lipazlari, hiyaliironidazi ve kolajenazi igeren bir grup enzim ve sitotoksin salgilar. Bu
proteinlerin ana islevi, yerel konak¢i dokulari bakteriyel biiyiime icin gerekli besine
doniistiirmek olabilir. Baz1 suslar, toksik sok sendromu toksin-1 (TSST-1), stafilokokal
enterotoksinler, eksfolyatif toksinler (ETA) dahil olmak iizere bir veya daha fazla ek
ekzoprotein iiretir ve lokosidin iiretir (Dinges vd., 2000).

S. aureus’un yani sira enfeksiyonlarin diger bir kaynagi da Streptococcus pyogenes
bakteri tiirtidiir. S. pyogenes katalaz negatif, gram pozitif, B-hemolitik bir streptokoktur.
Farkli M-protein tiplerine dayali olarak 150'den fazla farkli sus tanimlanmistir. -hemolitik
sugslarin Lancefield tiplendirmesine goére karbonhidrat yapisina gére A grubu bir

streptokoktur (Bryant ve Stevens, 2016). Bu bakteri olustrudugu enfeksiyonlar nedeniyle
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ciddi sayilabilecek hastaliklarin nedeni olarak gdsterilmektedir. Ornegin hafif
deri/yumusak doku enfeksiyonlari ve farenjitten bakteriyemi, seliilit, lohusalik sepsisi,
menenjit, pndmoni ve nekrotizan fasiit gibi daha ciddi hastaliklara kadar ¢ok ¢esitli klinik
belirtilerden sorumludur (Lamagni vd., 2008; Naz vd., 2020).

Calismada degerlendirilen izolatlardan birisi de litereatiirde iizerine ¢aok sayida
calisma  gergeklestirilmis olan  Escherichia coli  izolatitir.  Escherichia  coli,
Enterobacteriaceae familyasi icerinde yer alan Escherichia cinsine ait 7 tiirden birisi olup,
spor olusturmayan hiicre duvar yapis1 gram negatif olan ve hareketli basillerdir ve insan
bagirsaginin florasinda baskin patojenik olmayan fakiiltatif bir bakteridir (Nataro ve Kaper,
1998; Omerovic vd., 2017 ). Escherichia coli en az alt1 farkli patojen tipi mevcuttur, ishal
veya dizanteri gibi enterik hastaliga neden olur ve diger patotipler, idrar yolu
enfeksiyonlart ve menenjit dahil olmak {izere bagirsak harici enfeksiyonlara neden
olmaktadirlar (Kaper vd., 2004).

Tatli su ve deniz ortamlarimin yaygin olarak bulunan gram negatif Pseudomonas
cinsi firsat¢1 patojenler olarak degerlendirilmekle birlikte ve hastane enfeksiyonlarina
neden olmaktadir. Hastane enfeksiyonlarina olusumunda ilk siralarda yer alan
Pseudomonas aeruginosa etkenleri i¢inde ilk antibiyotik direnci gelistiren buna bagl
olarak ta yiiksek morbidite ve mortalite oranina sahiptir (Michel-Briand ve Baysse, 2002;
Giil vd., 2004).

Mevcut c¢alismada ates dikeni bitkisi meyve ekstraktinin ve Fe-NP’lerinin
antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi diger bir tiir ise Proteus vulgaris tiriidiir.
Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Proteus cinsi igerisinde yer alan oksidatif
negatif, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, gram negatif, ¢ubuk seklinde bir bakteri olan
Proteus vulgaris hayvanlarin bagirsaklarinda ve ayni zamanda kirli su, toprak ve giibre
dahil olmak {izere dogal ortamda yaygi olarak bulunurlar (KishanRaj vd., 2021). insanlar
icin patojen olan tiirlerinden biridir. Ozellikle yaralarin enfekte olmasinda baslica rol
oynayan mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Mordi ve Momoh, 2009).

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan Yersinia cinsi 11 tiir icermekle
birlikte sadece Yersinia pseudotuberculosis tiiriiniin de aralarinda yer aldigi 3 tiiriin
insanlar i¢in patojen oldugu bilinmektedir (Motarjemi vd., 2013). Y. pseudotuberculosis
kiiciik, gram negatif, aerobik ve fakiiltatif anaerobik bir kokobasildir (Buffenstein vd.,
2012). Bu bakteri gastrointestinal enfeksiyonlara neden olur. Enfekisyon, Enfekte insan ve
hayvanlarin bagirsaklarindan mezenterik lenf diigtimlerine (MLN'ler), dalak ve karacigere

yayilarak etkili olur (He vd., 2019).
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Bu calisma kapsaminda kullanilan Ates dikeni bitkisi meyvesinin su ekstrakti
hazirlanmis ve elde edilen ekstrakt kullanilarak yesil sentezle ile Fe-NP’leri elde edilmistir.
Bitki ekstraktinin ve Fe-NP’lerin antibakteriyal etkisi 7 farkli izolat kullanilarak
degerlendirilmistir. Bitki 6ziitiiniin S. pyogenes ve P. aeruginosa, suslarma kars1 MiK
degerinin 20 mg/mL, S. aureus, P. vulgaris e kars1 MIK degerinin 40 mg/mL ve MiK
degerinin E.coli i¢gin 10 mg/mL, Y. pseudotuberculosis i¢in 1.25 mg/mL ve B. subtilis igin
5 mg/mL oldugu tespit edildi (Tablo 4). Bitki 6ziitii kullanilarak elde edilen Fe-NP’lerin
MIK degerinin S. pyogenes, B. subtilis, P. vulgaris E. coli, Y. pseudotuberculosis ve
S.aureus i¢in 0.75 mg/mL olarak belirlendi. Fe-NP’lerin P. aeruginosa karst MIK
degerinin ise 0.375 mg/ml olugu goriildii (Tablo 3).

Fe-NP'lerinin antimikrobiyal aktivitesi bitiki Oziitliiniin antimikrobiyal aktivitesi ile
karsilastirildiginda, Fe-NP’lerin bitki oziitiine gére P. aeruginosa, , S. aureus ve P.
vulgaris tizerinde 53, S. pyogenes iizerinde 27, E.coli iizerinde 13 kat daha fazla aktiviteye
sahip oldugu gorilmistiir. Bitki oziitiiniin ve Fe-NP’lerin Y. pseudotuberculosis ve B.
subtilis’e izolatlarina kars1 7 ve 1.7 kat daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1
belirlenmistir. Bitki 6ziitii en yliksek aktiviteyi Y. pseudotuberculosis’e karsi gostermistir.

Fe-NP ise P. aeruginosa susuna karsi en yliksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. Ates dikeni ekstrakti ve Fe-NP’lerin antimikrobiyal aktivitesi

Bitki Ekstrakti Fe-NP MIK

Bakteri MIK (mg/mL)  (mg/mL)
B. subtilis 5 0.75

S. aureus 40 0.75

S. pyogenes 20 0.75

E. coli 10 0.75

P. aeruginosa 20 0.375

P. vulgaris 40 0.75

Y. pseudotuberculosis 1.25 0.75

Literatiirde farkli bitki ekstraktlar1 kullanilarak elde edilen Fe-NP’lerin
antimikrobiyal aktivitelerini belirlenmesi iizerine ¢alismalar gergeklestirilmis olup onlarin
yiiksek aktivite gdsterdigine dair bulgular rapor edilmistir. Vitta vd., (2020) tarafindan
Eucalyptus robusta Sm tiirliniin yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktlari ve bu
ekstraktlardan elde edilen Fe-NP’lerin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmis ve E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa ve B. subtilis tiirlerine kars1 Fe-NP’ler bitki ekstraktina gore daha
yiiksek aktivite gostermistir. E. coli igin bitki ekstraktinin olusturdugu inhibissyon zonu
1.10 mm iken bu deger demir nanopartikiilde 1.75 mm, S. aureus igin ekstrakta 1.15 mm,
demir nanopartikiilde 1.90 mm, P. aeruginosa igin ckstrakta 0.45 mm, demir
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nanopartikiilde 1.00 mm, B. subtilis i¢in ekstraktta 3.60 mm, demir nanopartikiilde 5.05

mm olarak belirlenmistir.
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4. SONUC VE DEGERLENDIRME

Ates dikeni bitkisinin meyvesinden elde edilen ekstralardan Fe-NP’leri
sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin SEM goriintiilerinde 100 nm’den kiiclik
olduklar1 tespit edilmistir. Bu durum demir nanopartikiillerinin sentez edildiginin bir
gostergesi olarak degerlendirilir. EDX spektrumlart gerekli Fe ve O fazinin 6rneklerde
mevcut ve yiiksek miktarlarda olmasi Fe-NP’lerin yiiksek saflikta sentez edildigi
dogrulamistir. Sentezlenen nanopartikiillerin XRD spektrumlarmin analizlerinde amorflu
yapt gosterdikleri belirlenmistir. FT-IR absorbans spektrumlari ile polifenollerin Fe-
NP’lerin sentezinde yer aldigi dogrulanmistir. Fe NP’leri ile birlikte meyve ekstraktalarinin
antioksidan aktivitleri 6 farkli metot (ABTS®" siipiiriicii etki tayini, DPPH serbest radikal
temizleme aktivitesi, FRAP demir indirgeyici antioksidan gii¢, toplam antioksidan
kapasite, toplam fenolik icerik, toplam flavonoid igerik) uygulanarak belirlenmistir. Ele
edilen sonuglarda, Fe-NP’ler meyve ekstraktinan kiyasla daha yiiksek diizeyde antioksidan
aktivite gostermistir. Ates dikeni bitkisi meyvesinin su ekstrakti hazirlanmis ve elde edilen
ekstrakt kullanilarak yesil sentezle ile Fe-NP’leri elde edilmistir. Bitki ekstraktinin ve Fe-
NP’lerin antibakteriyal etkisi 7 farkli izolat (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615) ve gram negatif (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC43288, Proteus vulgaris ATCC
13315, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911) kullanilarak degerlendirilmis ve Fe-NP’ler
meyve ekstraktina kiyasla daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu nedenle, ates dikeni bitkisinin meyvelerinin sulu ekstraktlar1 kullanilarak
sentezlenenen Fe-NP’ler hem antioksidan aktivite hem de bakterilere karsi antibakteriyel
potansiyele sahip olmalari onlarin toksik olmayan ve cevre dostu bir yaklasimda

kullanilabilecegini gostermektedir.
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